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RESUMO 
 
Paracoccidioidomicose é uma doença endêmica nos países da América Latina, 
causada pelos fungos do complexo Paracoccidioides brasiliensis e pela espécie 
recém descrita Paracoccidioides lutzii. Os métodos sorológicos e microbiológicos não 
são capazes de diferenciar entre as espécies, além de terem sensibilidade e 
especificidade reduzidas quando comparado aos métodos moleculares. Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) é um método molecular point-of-care já 
utilizado para diagnóstico de outras doenças infecciosas. Neste estudo desenhamos 
sondas, utilizando a técnica de LAMP, que foram capazes de diferenciar as espécies 
de Paracoccidioides. Foram testadas 72 amostras clínicas armazenadas na micoteca 
desde 1998, previamente identificadas como Paracoccidioides brasiliensis. Entre elas, 
LAMP foi capaz de identificar 28 Paracoccidioides spp., sendo que 20 destes tiveram 
seu DNA extraído a partir de cultura e oito a partir de amostra armazenada em água. 
Foram desenhados três conjuntos de iniciadores, sendo que um deles, denominado 
PL2, foi capaz de identificar a cepa padrão de Paracoccidioides lutzii e três das 
amostras previamente armazenadas, que passaram a ser reconhecidas como P. lutzii. 
Deste modo, pode-se avaliar a acurácia e a rapidez na execução do método 
desenvolvido. 
 
Palavras-chave: Biologia molecular. Paracoccidioides. Paracoccidioidomicose. 
Reação em cadeia da polimerase em tempo real. 
  
ABSTRACT 
 
Paracoccidioidomycosis is an endemic disease in Latin American countries, caused 
by fungi of the Paracoccidioides brasiliensis complex and the recently described 
species Paracoccidioides lutzii. Serological tests and conventional microbiological 
techniques are not able to differentiate between these species. Moreover, they have 
reduced sensibility and specificity when compared to molecular techniques. The Loop-
mediated isothermal amplification (LAMP) is a point-of-care molecular method already 
used for the diagnosis of other infectious diseases. We developed a new set of probes 
for use in the LAMP technique that was able to differentiate Paracoccidioides species. 
We tested 72 clinical samples stored in a fungal collection since 1998 and previously 
identified as Paracoccidioides brasiliensis. Among them, LAMP was able to identify 28 
Paracoccidioides spp. being, 20 of them had their DNA extracted from the culture and 
8 from the water. We designed 3 set of primers being one of the set primer drawn, 
named PL2, was able to identify only the standard Paracoccidioides lutzii and three of 
our samples which has now been recognized as P. lutzii. In this way, can be evaluated 
the accuracy and speed in the execution of the developed method.  
 
Key words: Molecular Typing. Paracoccidioides. Paracoccidioidomycosis. Real-time 
polymerase chain reaction. 
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1. INTRODUÇÃO 
Paracoccidioidomicose é uma doença granulomatosa causada por duas 
espécies do fungo Paracoccidioides (1). Os fungos desse gênero são da ordem 
Onygenales e fazem parte da família Ajellomycetaceae, junto com os gêneros 
Blastomyces, Histoplasma, Lacazia, Heliocarpus, Emmonsiellopsis e Emergomyces, 
que foi descrito recentemente para agregar as espécies Emergomyces pasteurianus 
(antiga Emmonsia pasteuriana) e Emergomyces africanus sp. (2,3). Os 
Paracoccidioides spp. são fungos termo dimórficos, estando na forma filamentosa no 
meio ambiente (ex. solo), a partir de onde seus conídios são inalados, em geral nas 
primeiras décadas de vida, adquirindo patogenicidade ao se transformar em leveduras 
no trato respiratório (1,4). O quadro clínico varia conforme a via ativada da resposta 
imunológica do hospedeiro contra o fungo, podendo se apresentar como doença 
aguda ou forma crônica por reativação de foco endógeno latente, sendo que os 
principais sítios acometidos pela doença são o sistema reticulo endotelial, pulmão, 
pele e mucosas (1,4,5). É uma doença endêmica em vários países da América Latina 
com uma prevalência de aproximadamente 10 milhões de casos, sendo que o Brasil 
abriga 80% deles, seguido em número de casos pela Venezuela e Colômbia (6). 
Acomete 10 a 15 homens para cada mulher sendo a prática de atividade profissional 
com solo contaminado um fator de risco relevante (1). Sabe-se que o 17-beta-estradiol 
impede a transformação do conídio em levedura, diminuindo a infectividade nas 
mulheres em idade fértil (7). 
Ao longo dos anos, a observação da diferença nas apresentações clínicas, 
virulência e variabilidade genética (8,9) levaram à suspeição e posterior confirmação 
de que havia espécies crípticas do fungo. Theodoro et al. (2012) demonstraram que a 
especiação alopátrica tenha sido o mecanismo evolutivo que levou à diferenciação 
das espécies, a partir do noroeste da América do Sul cerca de 11 a 32 milhões de 
anos atrás (10). Matute et al (2005) fizeram uma análise filogenética de 8 regiões de 
5 loci gênicos a partir de 65 amostras de fungos previamente identificados como 
Paracoccidoides brasiliensis. As espécies crípticas identificadas neste estudo foram 
nomeadas de S1, PS2 e PS3, sendo essa última restrita às amostras provenientes da 
Colômbia (11). Em 2009 no Brasil, utilizando um método de concordância genealógica 
para reconhecimento da filogenia das espécies, Teixeira et al. (2009) descreveram 
formalmente como uma nova espécie o até então denominado Pb01-like, nomeando-
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a de Paracoccidoides lutzii em tributo à Adolfo Lutz que foi quem descreveu pela 
primeira vez, em 1908, a doença paracoccidioidomicose (12). Mais recentemente, 
Munoz et al. (2016) subdividiram a subespécie S1 em duas clades: S1a e S1b, além 
de descreverem PS4 como uma nova espécie críptica. Juntamente com as 
subespécies PS2 e PS3, as recém-descritas S1a, S1b e PS4 passam a compor o 
então chamado complexo Paracoccidioides brasiliensis, sendo diferente 
filogeneticamente da nova espécie Paracoccidioides lutzii (13,14). Até o momento, a 
distribuição desses fungos em relação às subespécies descritas, corresponde à áreas 
geográficas da Colômbia (PS3), Venezuela (S1, PS2 e PS4), Peru, Paraguai, 
Argentina e Brasil. De início, acreditava-se que no Brasil o Paracoccidioides lutzii 
estava restrito a região centro oeste. Atualmente, entretanto, P. lutzii já foi identificado 
também na região Amazônica, bem como no sudeste e no sul do país (15). 
Na prática clínica, o padrão ouro de exame complementar diagnóstico é a 
observação direta e a cultura do Paracoccidioides a partir do material biológico, o que 
por sua vez não distingue entre espécies. Junto com o exame microbiológico, os testes 
sorológicos baseados no antígeno Gp43 vem sendo amplamente utilizados para o 
diagnóstico da paracoccidioidomicose (16,17). As principais técnicas utilizadas são: 
imunodifusão dupla, imunofluorescência indireta, ELISA e imunoblot. A imunodifusão 
dupla é a mais frequentemente utilizada, pois apresenta alta acurácia para P. 
brasiiensis e seus resultados se correlacionam com a resposta ao tratamento (17). A 
imunofluorescencia indireta e o imunoblot apresentam boa sensibilidade para 
diagnóstico da paracoccidioidomicose, porém há descrição de reação cruzada com 
soro de pacientes com histoplasmose nessas duas técnicas (18,19). Já o método 
ELISA é de fácil execução e tem boa sensibilidade, mas apresenta baixa 
especificidade e reação cruzada em soro de pacientes com fungos de outros gêneros 
(20). Considerando as limitações de cada um desses métodos, no contexto dos 
avanços na identificação da nova espécie Paracoccidioides lutzii e sua variabilidade 
na expressão de antígenos, a utilização de testes para imunodiagnóstico da 
Paracoccidioidomicose se torna um assunto complexo. Principalmente porque o 
antígeno Gp43 encontra-se em menor quantidade na parede do P. lutzii (14,15), o que 
pode ser demonstrado pelo relevante número de resultados sorológicos falso-
negativos com soro de pacientes com paracoccidioidomicose por P. lutzii (21,22). Por 
esse motivo, não está recomendado o uso de preparações com um único antígeno 
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para diagnóstico sorológico da paracoccidioidomicose (23). Embora existam 
pesquisas recentes para desenvolvimento de métodos sorológicos para diagnóstico 
de P. lutzii através da utilização de outros antígenos (23,17), nenhum método está 
padronizado, tendo em vista a necessidade de um estudo que correlacione a queda 
de títulos destes métodos sorológicos com a resposta clínica ao tratamento. É nesse 
contexto que se torna relevante a busca pelo desenvolvimento de técnicas para 
diferenciação de Paracoccidioides a nível de espécie. 
Nas últimas décadas, têm sido desenvolvidos muitos métodos moleculares 
baseados na amplificação de sequência de ácidos nucléicos espécie específica. Um 
desses métodos, descrito originalmente no ano de 2000 por Notomi et al. (24) como 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), se destaca por ser mais sensível e 
específico do que os métodos tradicionais de microbiologia, além de ser custo efetivo, 
acurado e de rápida execução (25). A técnica de LAMP consiste em agrupar em tubos 
de reação do tipo Eppendorf conjuntos de primers desenhados exclusivamente para 
essa técnica, enzima Bst polimerase além de um mix de oligoelementos necessários 
para que ocorra a reação. Os tubos são acoplados em poços de um turbidímetro que 
os mantém aquecidos durante a reação a uma temperatura constante, que pode ser 
previamente configurada numa faixa entre 60 a 65°C. Enquanto a reação acontece, 
curvas de amplificação são mostradas em tempo real através de uma tela acoplada 
ao turbidímetro. Este método tem sido utilizado para diagnóstico de vários agentes 
infecciosos, inclusive com kits comerciais disponíveis para identificação de Legionella, 
Cryptosporidium, Giardia, Salmonella, Escherichia coli, Listeria, dentre outros (26). 
Embora não existam kits comerciais de LAMP para diagnóstico de fungos, essa 
técnica vem sendo utilizada em ensaios para identificação de várias espécies de 
fungos com relevância clínica. O primeiro deles baseado no LAMP para identificação 
de fungo patogênico ao humano foi publicado por Tatibana et al. (2009), que 
identificaram duas entre 31 amostras de Paracoccidioides, mas sem distinção entre 
espécies (27).  Depois disso, outros ensaios utilizando esta técnica foram feitos para 
identificar Pneumocystis, Cryptococcus, Candida, Aspergillus, dentre outros fungos 
(25). Além disso, LAMP também tem sido utilizado para diferenciação entre espécies 
de fungos do mesmo gênero, como quando utilizado para diferenciação entre as três 
espécies de Candida complexo psilosis, demonstrando ser um método mais rápido e 
tão confiável quando comparado com o sequenciamento de DNA (28). 
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A baixa sensibilidade dos testes sorológicos para diagnóstico de 
Paracoccidioides lutzii, associado a indiferenciação a nível de espécie pelo método 
microbiológico padrão ouro de observação direta e cultura, além do longo tempo 
necessário para execução desta última, justificam a tentativa de utilizar o LAMP para 
identificação de Paracoccidioides lutzii. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 
Desenhar conjunto de sondas iniciadoras capazes de corretamente 
identificar Paracoccidioides lutzii através da técnica loop-mediated isothermal 
amplification (LAMP). 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Aplicar conceitos de validação de teste diagnóstico, tais como acurácia, 
precisão, sensibilidade e especificidade analítica. 
Revisão de prontuários dos pacientes cujas amostras forem identificadas 
como Paracoccidioides lutzii, ressaltando suas características clínicas e 
epidemiológicas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
18 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1. Obtenção de isolados de Paracoccidioides spp. 
De 1998 a 2016, 64 pacientes diagnosticados com paracoccidioidomicose 
no Hospital de Clínicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) 
contribuíram com 72 amostras clínicas de diversos sítios (pulmão, pele, sistema 
reticulo endotelial, rim, medula óssea, encéfalo, osso e partes moles) onde foram 
identificados Paracoccidioides até então denominados Paracoccidioides brasiliensis 
por observação direta e/ou cultura, conforme Tabela 1.  
 
Tabela 1: Distribuição de isolados clínicos identificados como Paracoccidioides 
brasiliensis através de microscopia direta e/ou cultura de acordo com 
espécime clínico. Hospital de Clínicas da Unicamp, 1998 a 2016. 
Espécime clínico 
Amostras 
N % 
Pele 27 37,5 
S.R.E 22 30,5 
Pulmão 7 9,7 
Medula óssea 4 5,5 
Encéfalo 2 2,7 
Rim 1 1,4 
Osso 1 1,4 
Partes moles 1 1,4 
Outros 7 9,7 
Total 72 100,0 
Obs.: S.R.E., sistema retículo endotelial 
  
Esses fungos que estavam armazenados latentes em água foram 
inoculados em meio de cultura Sabouraud agar dextrose, resultando em 23 culturas 
puras de Paracoccidioides spp. Além dessas, outras três amostras padrão 
previamente conhecidas, a saber, Paracoccidioides lutzii (EPM 147), Paracoccidioides 
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brasiliensis (Pb 18) e Paracoccidioides brasiliensis (Pb 265) também foram cultivadas 
nesse meio (Tabela 2). 
 
Tabela 2: Descrição das amostras padrão utilizadas neste estudo como controle 
positivo, de acordo com suas origens geográfica e clínica. 
Amostra Espécie Origem 
geográfica 
Origem 
clínica 
EPM 147*  Paracoccidioides lutzii Goiânia, GO Pulmão 
Pb 18 Paracoccidioides brasiliensis São Paulo, SP Linfonodo 
Pb 265 Paracoccidioides brasiliensis São Paulo, SP Desconhecida 
*EPM 147 é também conhecida como Pb01 
 
Posteriormente foi realizada a extração de DNA com kit Qiagen (QIAGEN 
Inc., Germantown, USA) conforme instruções do fabricante de todas 26 amostras 
provenientes de cultura. Além disso, das 49 amostras que não demonstraram 
crescimento em cultura, a extração de DNA foi feita diretamente da água de 
armazenamento. Os produtos das extrações foram armazenados em tubos tipo 
Eppendorf a -20 ºC até a execução das reações LAMP (item 3.3). 
 
3.2. Desenho das sondas iniciadoras para utilização na técnica LAMP 
Para o desenho das sondas iniciadoras a serem utilizadas na técnica 
LAMP, foram selecionadas sequências conhecidas do gene Gp43 de Paracoccidoides 
lutzii depositadas no Genbank (EPM 134, EPM 162, EPM 104. Accession Numbers 
KT251017, KT251019 e KT251014 respectivamente). Essas sequências foram então 
alinhadas utilizando-se o programa Mega 7.0 (23) e, a partir do seu alinhamento, foi 
utilizado o programa Primer Explorer v. 5.0 (Eiken Chemical Co., Ltd, Nogi-machi, 
Shimotsugagun, Tochigi, Japan) (26) para desenho de conjunto de sondas iniciadoras 
candidatas a reconhecer a sequência alvo. Cada conjunto de sondas iniciadoras 
utilizadas na técnica LAMP é constituído por três pares, sendo (a) um par que inicia a 
hibridização na porção interna (inner) da sequência, conhecido pelas siglas FIP 
(forward inner primer) e BIP (backward inner primer), (b) um par que inicia a 
hibridização na porção terminal 3’ da sequência, conhecido pelas siglas F3 (forward-
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3’) e B3 (backward-3’) e (c) um par que mantém a hibridização em círculos, conhecido 
pela sigla LF (loop forward) e LB (loop backward). Cada um dos cinco conjuntos de 
sondas iniciadoras desenhadas foi alinhado no software Mega 7.0 (23) com outras 
sequências de GP43 de fungos do gênero Paracoccidioides depositadas no Genbank 
e a partir daí selecionados três conjuntos de sondas que apresentaram maior número 
de pares de bases diferentes com fungos previamente identificados como 
Paracoccidioides brasiliensis. Foram sintetizados três conjuntos com maior 
probabilidade de bom desempenho e denominados PL1, PL2 e PL3 (Tabela 3). O 
conjunto de sondas iniciadoras para identificar Paracoccidioides brasiliensis foi 
sintetizado a partir de uma sequência previamente descrita na literatura por Tatibana 
et al. (27), o qual denominamos PB. Outro conjunto de sondas iniciadoras denominado 
PBR foi desenhado a partir de um representante de cada uma das subespécies de P. 
brasiliensis, sendo S1 (Accession Number DQ364113), PS2 (Accession Number 
DQ003749), PS3 (Accession Number DQ364089) e PS4 (Accession Number 
DQ364081), dos quais foi possível desenhar conjunto de sondas iniciadoras com loop.  
 
3.3. Preparo das sondas iniciadoras e da reação LAMP 
Além da extração do DNA dos isolados de Paracoccidioides spp., todos os 
passos a seguir foram executados no Laboratório de Epidemiologia Molecular e 
Doenças Infecciosas (LEMDI), da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp. As 
sondas iniciadoras foram sintetizadas pela SIGMA-ALDRICH (São Paulo, Brasil) e 
entregues liofilizadas. O produto liofilizado foi, então, suspendido em TE buffer 
[tampão Trizma-EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético)] para a concentração inicial 
de 100 pmol/µL e, então, diluídos em TE buffer para a concentração final de 5 µM (F3 
e B3), 40 µM (FIP e BIP) e 20 µM (LF e LB). Para a reação de LAMP foram utilizados 
23 µL de uma solução contendo handmade reaction mix (12,5µL), água destilada 
(3,5µL), iniciadores F3, B3, FIP, BIP, LF, LB (1 µL cada), Bst DNA polimerase (1 µL), 
acrescidos de 2 µL de DNA de cada fungo previamente extraído, totalizando 25µL por 
reação. Para padronização do método foram utilizados como controle positivo fungos 
previamente identificados na literatura como Paracoccidioides lutzii EPM147, 
Paracoccidioides brasiliensis Pb18 e Paracoccidioides brasiliensis Pb265. Para avaliar 
a especificidade analítica do teste, foram utilizados fungos do Laboratório de 
Investigação em Fungos (LIF) da Unicamp, previamente identificados por 
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sequenciamento genético como Candida albicans, Histoplasma capsulatum, 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus e Fusarium sp. As reações LAMP 
foram programadas para ocorrer de modo isotérmico a 65 °C, e sua positividade foi 
analisada em tempo real em um turbidímetro (Loopamp EXIA, Eiken Co., Ltd, Nogi-
machi, Shimotsuga-gun, Tochigi, Japan) durante 120 minutos. 
 
Tabela 3: Nome de cada conjunto de sonda desenhado com a sequência de seus 
respectivos primers e Accession Number das sequencias de GP43 
utilizadas para o desenho de cada conjunto. 
Conjunto de 
sondas 
desenhadas 
Sequência das sondas Accession 
numbers 
PL1 
FIP - AGTCCTTGGGCGCCATGAAGGCGTCGCAATCTCGGATG KT251017 
KT251019 
KT251014 
BIP - TCAAGAACGTCCACCTCGACACTGGTCGATGGTGAAGGTCTT 
F3 - TCGTGGGGTAGACAGCAC 
B3 - CCTTAGGCAGCGAGCATG 
PL2 
FIP - TCGACTCCGCTAAGTCTGTCCTAAGACCTTCACCATCGACCA 
KT251017 
KT251019 
KT251014 
BIP - GGTGCCATGACTGACTGCGCTGCCGCTAGGGTACGAATT 
F3 - CCAAGTCTTCGATGATGCCT 
B3 - CACCACAAGCGCCAGATG 
LF - GCAGCGAGCATGCAAGC 
LB - GCAGGGGTGCGCGATTTGAT 
PL3 
FIP - GTCATGGCACCGCTCCACTCAAGGACAGACTTAGCGGAGT KT251017 
KT251019 
KT251014 
BIP - TCTAAATGGGCGTGGCAGGGCAGATGGTTTGCCGCTAGG 
F3 - CAGCACGTGAAGCTTGCA 
B3 - AGAGGAGCCCGTAGACCT 
PB 
FIP - TGGCTCCAGCAATAGCCACCCGTCAAGCAGGATCAGCAAT Conforme 
Tatibana et 
al., 2009 
BIP - CATGTCAGGATCCCGATCGGGCCTTGTACATATGGCTCTCCCT 
F3 - TCACGTCGCATCTCACATTG 
B3 - AAGCGCCTTGTCCAAATAGTCGA 
PBR 
FIP - GCCAGATGGTTTGCCACTAGGGTCTAAATGGGCGTGGCATAG 
DQ364113 
DQ003749 
DQ364089 
DQ364081 
BIP - CCTCTTCCGAATTGTCCGCTCACGACCTCGAAAGCATCAAGC 
F3 - TGACTGACTGCGCCATGT 
B3 - TCCAGAAGTACCATCCAGCC 
LF – CGAACCATCAAATCGCG 
LB – GCAGAAAAGAGATACTCGC 
Obs.: Siglas dos iniciadores: FIP, forward inner primer; BIP, backward inner primer; F3, forward-3’; B3, 
backward-3’; LF, loop forward; LB, loop bacward.  
 
 
 
 
 
 
22 
 
4. RESULTADOS 
Ambos conjuntos de primers PL1 e PL2 foram capazes de diferenciar entre 
as espécies de Paracoccidioides mostrando amplificação apenas do Paracoccidioides 
lutzii EMP147, não tendo amplificado qualquer outra espécie testada (Figuras 1 e 2). 
Porém foi observado que esses dois conjuntos de primers amplificaram em tempo 
próximo a 60 minutos. Por esse motivo, procedemos ao desenho dos primers loop na 
tentativa de acelerar a reação. O software não foi capaz de desenhar os dois primers 
loop (LF e LB) necessários para o conjunto PL1. Já o conjunto PL2 com iniciadores 
loop desenhados (LF e LB) demonstrou melhor desempenho pois amplificou DNA da 
cepa padrão Paracoccidioides lutzii e da amostra LIF 161 em tempo inferior a 20 
minutos (Figura 3), com formato de curva semelhante, o que nos fez suspeitar de que 
esta amostra se tratava também de Paracoccidioides lutzii. Todas as 72 amostras do 
estudo foram testadas com o conjunto PL2 com iniciadores loop e encontramos 
amplificação para outras duas amostras do LIF em tempo próximo a 30 minutos, a 
saber: as amostras 114 e 1717 (Figura 4). De forma amostral, procedemos ao 
sequenciamento genético da amostra 1717 e obtivemos uma identidade de 97% da 
sequência dessa amostra com a cepa original Pb01, atualmente reconhecida como 
Paracoccidioides lutzii, através de análise no Blast (algoritmo utilizado para comparar 
sequências de DNA, de domínio público, on line). Por esse motivo, passamos a 
considerar que as outras duas amostras que apresentaram amplificação, 114 e 161, 
sejam também Paracoccidioides lutzii. O conjunto PL3 foi descartado pela 
performance inadequada ao teste. Além disso, os conjuntos de iniciadores PB (Figura 
5) e PBR (Figuras 6 e 7) com iniciadores loop (LF e LB) demonstraram amplificação 
tanto para Paracoccidioides brasiliensis quanto Paracoccidioides lutzii, com destaque 
para o conjunto PBR que demonstrou amplificação em tempo inferior a 30 minutos 
quando comparado ao conjunto PB sem loop, sendo esses dois conjuntos 
considerado sensíveis, porém não específicos para esta espécie. Os iniciadores 
desenhados para este estudo não amplificaram quaisquer outros fungos utilizados na 
padronização do método, a saber: Candida albicans, Histoplasma capsulatum, 
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus e Fusarium sp. Em relação à origem 
da extração de DNA das amostras de Paracoccidioides, aquelas provenientes de 
cultura demonstraram melhor amplificação quando comparado com as provenientes 
da água, sendo 85% versus 20%, respectivamente, como demonstrado na Figura 8. 
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Figura 1: PL1 mostrando amplificação apenas para Paracoccidioides lutzii EPM147. 
 
Figura 2: PL2 mostrando amplificação apenas para Paracoccidioides lutzii EPM147. 
 
 
Figura 3: PL2 com primers loop amplificou Paracoccidioides lutzii EPM 147 e a 
amostra 161 em tempo menor que 20 minutos. 
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Figura 4: PL2 amplificou as amostras Paracoccidioides lutzii EPM 147, 161, 114 e 
1717. PL2 não amplificou a amostra padrão de Paracoccidioides brasiliensis Pb 265. 
 
Figura 5: PB mostrando amplificação para Paracoccidioides lutzii EPM147 e 
Paracoccidioides brasiliensis, em duplicata. 
 
Figura 6: PBR amplificou Pb18 e Pb265 próximo a 20 minutos e mais tardiamente 
EPM 147. Nenhum fungo de outro gênero foi amplificado. 
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Figura 7: PBR amplificou tardiamente a amostra 161 quando comparado com a 
amplificação das demais amostras de Paracoccidioides. 
 
 
 
Figura 8: Das 75 amostras cultivadas, ocorreu amplificação de DNA de 85% daquelas 
extraídas de cultura e apenas 20% das extraídas de água. 
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5. DISCUSSÃO 
O resultado do sequenciamento genético da amostra 1717, que mostrou 
identidade genética de 97% com a cepa original de Paracoccidioides lutzii (Pb01), 
avalia como satisfatória a acurácia do conjunto de sondas PL2 aplicado na técnica de 
LAMP, uma vez que o sequenciamento de DNA tenha sido utilizado como método de 
comparação padrão ouro para validação deste ensaio. O conjunto de sondas PL2 foi 
testado cinco vezes com a amostra P. lutzii EPM 147 em dias diferentes e em todos 
os testes realizados apresentou o mesmo padrão de amplificação, inferindo dessa 
forma que tal conjunto de sondas seja preciso para o diagnóstico dessa espécie.  
Quando analisamos a performance do conjunto de sondas PL2 com as 
amostras de outras espécies utilizadas como controle negativo, obtivemos uma 
especificidade analítica para este ensaio de 100%, uma vez que o conjunto PL2 não 
amplificou nenhuma outra espécie de fungo que não Paracoccidioides lutzii, a saber: 
Paracoccidioides brasiliensis Pb18, Paracoccidioides brasiliensis Pb265, Candida 
albicans, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus 
e Fusarium sp. A sensibilidade analítica não foi calculada neste estudo. 
Considerando a recente identificação da espécie Paracoccidioides lutzii, 
pouco ainda se sabe sobre a real incidência, epidemiologia, virulência, padrão de 
interação imunológica com o hospedeiro e resposta ao tratamento. Antes que 
houvesse reconhecimento de P. lutzii como espécie, Molinari-Madlum et al. em 1999 
correlacionaram virulência de 15 isolados divididos em dois grupos de fungos 
descritos como P. brasiliensis, onde havia apenas 17% de identidade genômica pelo 
RAPD entre eles. Neste estudo foi analisado a capacidade de invadir tecidos em um 
modelo experimental utilizando ratos susceptíveis. Os isolados do grupo 1 
apresentaram infecção restrita ao fígado pós infecção precoce, demonstrando 
virulência leve. Por outro lado, os isolados do grupo 2 que futuramente seriam 
identificados como P. lutzii determinaram doença disseminada, com granulomas 
frouxos e grande número de fungos viáveis, demonstrando alta virulência (29). 
Recentemente Hahn e colaboradores (2014) descreveram um caso de fungemia fatal 
por Paracoccidioides lutzii em um paciente não imunossuprimido da região centro 
oeste brasileira (30), demonstrando mais uma vez que essa espécie pode apresentar 
alta virulência e pouca resposta ao tratamento convencional. A glicoproteína gp43 é o 
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principal antígeno do P. brasiliensis com atividade proteolítica por hidrólise da caseína, 
colágeno e elastina, desta forma exercendo papel fundamental na virulência do P. 
brasiliensis (31). Por outro lado, especula-se que a menor quantidade de gp43 na 
parede do P. lutzii poderia reduzir sua virulência, porém esses fatores ainda não estão 
bem elucidados (29). Sabe-se que a virulência também está relacionada à interação 
do antígeno com o desequilíbrio do sistema imunológico do hospedeiro, determinando 
a forma clínica da doença. A própria diferença na expressão de antígenos entre as 
espécies pode determinar a resposta da interação imunológica com o hospedeiro e 
consequente apresentação aguda ou reativação de foco latente (32,33), o que ainda 
precisa ser melhor estudado. 
Para contextualizar com as amostras do LIF identificadas neste estudo 
como P. lutzii (1717, 114 e 161), buscamos informações dos prontuários de dois 
pacientes, ambos do sexo masculino, que contribuíram com essas três amostras. O 
primeiro paciente tinha 51 anos ao diagnóstico, era nascido em Minas Gerais e 
procedente de Rondônia, agricultor e apresentou uma forma clínica disseminada com 
acometimento de SRE, pulmão, partes moles e coluna vertebral, inclusive com 
síndrome medular associada. Houve uma melhora clínica significativa após três anos 
de uso de Sulfametoxazol-Trimetoprim, deixando uma sequela de fratura em corpo 
vertebral T7, o que não impossibilitou seu retorno à vida social, trabalhando como 
pedreiro quando da ocasião da alta do tratamento. 
O segundo paciente que contribuiu com as amostras 114 e 161 tinha 28 
anos ao diagnóstico, era nascido no Paraná, morava na região de Campinas – SP há 
11 anos e trabalhava como jardineiro. Também apresentou forma invasiva da doença 
com acometimento de SRE, pulmão, pele, adrenais, trato gastro intestinal e globo 
ocular bilateralmente. Apesar da má adesão ao tratamento, o paciente recebeu no 
total 26 meses de Sulfametoxazol-Trimetoprim, apresentando melhora clínica ao final. 
Os dois pacientes apresentavam sorologia negativa para Paracoccidioides sp. 
Diante disso, a correta diferenciação entre as espécies P. brasiliensis e P. 
lutzii proporcionada pela técnica LAMP pode contribuir para o melhor entendimento 
sobre todas essas questões acima, podendo servir de base para futuros estudos 
clínicos, epidemiológicos e de sensibilidade, além de servir como apoio a assistência 
clínica individualizando diagnóstico e tratamento de pacientes com 
paracoccidioidomicose.  
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6. CONCLUSÃO 
LAMP firma-se como método de rápida e fácil execução para diferenciação 
entre as espécies do gênero Paracoccidioides. O conjunto de sondas PL2 mostrou-se 
preciso, específico e com boa acurácia para identificação de Paracoccidioides lutzii a 
partir de cultura e de amostras armazenadas em água. Os pacientes deste estudo 
com paracoccidioidomicose por P. lutzii apresentaram formas invasivas da doença e 
sorologia negativa, compatível com relatos da literatura. Mais estudos devem ser 
feitos para aprimorar a técnica, a fim de identificar espécies diretamente de amostra 
clínica contribuindo para diminuir a lacuna atualmente existente em relação aos 
aspectos clínicos, geográficos, epidemiológicos e resposta ao tratamento da 
paracoccidioidomicose. 
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2500mm por ano são altamente propícias à esporulação e dispersão aérea dos agentes etiológicos, fungos
saprófitos de solo e plantas. A PCM foi descrita por Adolfo Lutz em 1908. Em 1911, Alfonse Splendore
relatou novos casos da doença, descrevendo detalhes do fungo em cultura. Floriano Almeida, em 1930,
diferenciou Coccidioides immitis de Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose foi adotado como
nome oficial da doença pela organização mundial da saúde (OMS) em 1971. O agente etiológico da PCM
pertence ao Filo Ascomycota, Classe Eurotiomycetes, Ordem Onygenales. Recentemente a taxonomia da
Ordem Onygenales foi reavaliada, uma vez que a mesma contém clades que não correspondiam às
Famílias previamente descritas. Desta forma, uma nova Família, Ajellomycetaceae, foi definida a fim de
abranger Ajellomyces (anamorfos Blastomyces dermatitidis, Emmonsia parva, Emmonsia crescens,
Histoplasma capsulatum), Lacazia loboi e Paracoccidioides brasiliensis. Desde 1930, quando foi descrito por
Floriano Almeida, Paracoccidioides brasiliensis foi considerado como espécie única até 2006, quando
análises genéticas demonstraram a existência de quatro espécies crípticas do gênero, a saber: S1, PS2 e
PS3 do agora chamado complexo P. brasiliensis e uma espécie distinta, P. lutzii. Paracoccidioides spp. são
fungos dimórficos, sendo que as mudanças morfológicas entre micélio e levedura são termicamente
reguladas. Assim, na natureza, a 25 °C, crescem na forma de micélio e apresentam-se sob formas
filamentosas, com células longas e encadeadas que produzem microconídeos, as formas infectantes do
fungo que são inalados pelo hospedeiro. Então, já no sistema respiratório do hospedeiro, a 37 °C,
transformam-se em estruturas ovoides em forma de leveduras que se reproduzem por gemulação com
múltiplos brotamentos. Diferenças em características microscópicas; macroscópicas; crescimento e
transição; composição lipídica; componentes da parede celular; perfil de isoenzimas; produção de
antígenos; conteúdo proteico; grau de virulência e estrutura da parede, entretanto, evidenciaram grande
diversidade entre isolados de P. brasiliensis, levando-se à suposição de que haveria espécies crípticas do
fungo. De fato, autores demonstraram que o antígeno padrão gp43, quando testado contra soro de
pacientes moradores em áreas geográficas distintas, produziram uma alta frequência de resultados falsos
negativos nos testes de imunodifusão. Analogamente, quando analisado através de técnicas de biologia
molecular tais como Random Aplified Polymorphic DNA (RAPD), Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) e cariotipagem eletroforética, pode-se demonstrar ampla variabilidade genética do fungo. De início,
esta variabilidade genética era entendida meramente como polimorfismo intraespecífico e geográfico.
Entretanto, sabe-se que a redução do fluxo genético entre indivíduos devido a barreiras geográficas ou
reprodutivas é o primeiro e mais importante passo para uma divergência das espécies. Deste modo autores,
na busca de espécies
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crípticas do Paracoccidioides, caracterizaram a variação de oito regiões gênicas em cinco loci, sendo
possível reconhecer três espécies crípticas do P. brasiliensis, denominadas S1, PS2 e PS3; entretanto,
isolados oriundos do estado de Mato Grosso diferiram geneticamente quando comparados com cepas
oriundas de outras localizações do Brasil e da América do Sul, sendo que a maioria deles se agrupam
separadamente em análises de RAPD. Esses isolados, chamados inicialmente de Pb01 e IFM54648 (“Pb01-
like”), agruparam-se separadamente de qualquer outro grupo filogenético de P. brasiliensis, sugerindo tratar-
se de uma espécie distinta do fungo. Estudos posteriores, através de Multi Locus Sequence Typing (MLST)
de oito loci polimórficos (82 isolados) e de cinco loci polimórficos (40 isolados) dos genes GP43, HSP70,
glucana sintetase, ARF (fator adenosina difosfato ribosilação), quitina sintetase II e -tubulina demonstraram
que os isolados Pb01-like agruparam sempre isoladamente das espécies crípticas S1, PS2 e PS3 do P.
brasiliensis, através de um ramo longo monofilético suportado pelo escore de concordância genealógica
para reconhecimento genético de espécies (Genealogic Concordance for Phylogenetic Species Recognition
– GCPSR) de forma a sustentar a proposição de uma nova espécie, que passou a ser denominada
Paracoccidioides lutzii. Outras análises por MLST, utilizando em um estudo 21 loci de 14 genes (CHS-4;
actina-1; ODC; URA3; CHS-2; HSP70; FKS-1; hidrofobina, Kex1; catalase A; catalase P; formamidase;
glicoxalase e ITS11 e em outro estudo, cinco loci de cinco genes (ATP sintetase; subunidade ribossomal
18S; oxidase citocromo C; subunidade ribossomal 28S e apocitrocromo B) confirmaram achados iniciais.
Existem variadas implicações acerca do reconhecimento da nova espécie de Paracoccidioides. Em primeiro
lugar, a já citada diferença na expressão do gene GP43 e a consequente menor produção da glicoproteína
gp43 na parede celular do fungo. A glicoproteína gp43 é o principal antígeno secretado pelo P. brasiliensis,
com atividade proteolítica por hidrólise da caseína, colágeno e elastina, desta forma exercendo papel
fundamental na virulência do P. brasiliensis. De modo análogo, especula-se que a ausência ou menor
quantidade de gp43 no P. lutzii possa reduzir sua virulência, que passaria a depender de outros fatores, tais
como a Plp43 (glucanase) do P. lutzii, que apresenta identidade antigênica parcial com a gp43 do P.
brasiliensis, porém estes fatores ainda não estão completamente elucidados. Através de estudos
experimentais em ratos, sabe-se que cepas menos virulentas de Paracoccidioides não evocam lesões
específicas ou produção de anticorpos, bem como formam granulomas mais frouxos e com maior
quantidade de fungos e neutrófilos. Autores já haviam correlacionado virulência de P. brasiliensis a grupos
definidos por RAPD. Neste estudo, quando ainda não havia definição de duas espécies distintas no gênero
Paracoccidioides, 15 isolados foram discriminados pela análise de RAPD em dois grupos com apenas 17%
de identidade
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genômica. A habilidade do P. brasiliensis em invadir tecidos foi estudada em modelo experimental utilizando
ratos suscetíveis. A análise foi realizada de acordo com gravidade das lesões, incluindo número e tamanho
dos granulomas e número e disseminação do fungo para diferentes órgãos. Os isolados de dois grupos de
RAPD demonstraram uma diferença marcante na sua virulência, sendo que os isolados do grupo 1 (P.
brasiliensis) determinaram infecção localizada restrita ao fígado, mostrando granuloma epitelioide compacto
com poucos fungos no período pós infecção precoce, denotando virulência leve. Por outro lado, os isolados
do grupo 2 (i.e., que seriam futuramente reconhecidos como P. lutzii) determinaram uma doença
disseminada, com inflamação mista supurativa e granulomas frouxos, mostrando áreas extensas de necrose
e grande número de células fúngicas viáveis, denotando alta virulência. Em um estudo experimental em
ratos, autores encontraram um alto nível de heterogeneidade na expressão de adesinas entre P. brasiliensis
e P. lutzii; uma curva de sobrevida demonstrou que a expressão de adesinas, particularmente enolase, foi
muito maior no P. brasiliensis, assim como a virulência do P. brasiliensis também foi muito maior quando
comparado a P. lutzii. A transformação da forma de micélio para a forma de levedura acarreta uma
reorganização dos lipídios da membrana, assim como mudanças globais na composição da parede celular
do fungo, incluindo alteração na estrutura de glucana e conteúdo de quitina. Alguns genes induzidos durante
alteração dimórfica são necessários para a virulência, tais como adesinas (BAD-1, SOWgp); catalase (CBP-
1) e peroxidase. A diferença de expressão destes genes entre as espécies determina menor virulência do P.
lutzii e induz diferente resposta imune do hospedeiro. Por outro lado, a ocorrência da PCM depende da
interação entre a resposta imune do hospedeiro e a virulência do fungo. Em parte decorrente das diferenças
na sua virulência, diferenças nas apresentações clínicas da PCM causada por P. brasiliensis ou P. lutzii
também têm sido observadas. Na história natural da doença, a primo-infecção ocorre habitualmente nas
duas primeiras décadas da vida e, a depender da resposta imune do hospedeiro, a doença pode se
desenvolver já a partir do foco pulmonar primário, com disseminação para órgãos do sistema retículo
endotelial, ou permanecer latente durante anos ou décadas até que desequilíbrios da resposta imune
propiciem o desenvolvimento da forma crônica, com acometimento de múltiplos órgãos. A cinética da
expressão das citocinas e quimiocinas distingue infecção de doença ativa; assim, resposta imunológica
inicial tipo Th1 contém a infecção, enquanto que resposta imunológica tipo Th2 determina doença
disseminada e resposta imunológica com padrão Th17 determina formas intermediárias ou latência. Esta
cinética tem sido estudada e elucidada através da utilização de cepas de P. brasiliensis; entretanto,
diferenças na expressão da glicoproteína gp43 e, eventualmente, outros exoantígenos, entre as espécies
que compõem o gênero
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Paracoccidioides podem contribuir para diferenças na interação parasita – hospedeiro e,
consequentemente, diferenças no padrão de resposta imunológica a depender da espécie causadora da
PCM, o que ainda não foi completamente elucidado. Em paralelo às diferenças na virulência, deve-se
ressaltar que gp43 é o antígeno utilizado no teste de imunodifusão dupla, o principal exame para diagnóstico
sorológico da doença e, deste modo, a ausência da gp43 acarreta resultados falsos negativos em pacientes
com PCM causada por P. lutzii. As primeiras evidências para esta diferença foram sugeridas por autores
que encontraram expressão da glicoproteína gp43 ausente ou presente em baixa concentração em 65
amostras de soros oriundos do estado do Mato Grosso, quando comparados a 46 soros estocados de
pacientes oriundos de São Paulo. Mais recentemente, outros autores avaliaram os níveis de IgG sérica a
antígenos de duas cepas padrão de P. brasiliensis e uma cepa padrão de P. lutzii de 35 pacientes com PCM
forma crônica do norte do Paraná. Os autores concluem que a intensidade da reação dos soros dos
pacientes variou de acordo com a cepa utilizada, sendo que alguns testes foram capazes de identificar P.
brasiliensis mais do que P. lutzii, que apresentou um número considerável de falsos negativos. De modo
semelhante, outros autores, na busca de novos marcadores sorológicos que sejam capazes de identificar
ambas as espécies do gênero Paracoccidioides, encontraram cinco amostras de soros de pacientes com
PCM confirmada por histopatologia ou exame micológico direto, com sorologia negativa para o antígeno
gp43 e positiva para o antígeno AgEpm83, extraído de isolados de P. lutzii previamente conhecidos. Outros
autores encontraram as mesmas discrepâncias nos exames sorológicos, porém ainda não há definição de
qual antígeno tem maior acurácia para diferenciar as duas espécies do gênero Paracoccidioides. Autores
obtiveram melhoria no diagnóstico da PCM utilizando dois antígenos recombinantes, rPb27 e rPb40, em
uma plataforma de ELISA, o que resultou em um teste com sensibilidade de 96% e especificidade de 100%,
mesmo quando se considera soro de pacientes com outras micoses.66 Finalmente, como notado por outros,
os isolados de P. lutzii são mais suscetíveis in vitro ao sulfametoxazol. Para confirmar esta observação,
autores mediram a redução do sal de tetrazolium (MTT) pelo P. lutzii com ou sem exposição ao
sulfametoxazol (SMZ) e observaram que SMZ produz um nítido evento adverso dose-dependente no P.
lutzii, agindo como um competidor por aminoácidos, ácidos nucleicos e biossíntese de folato, desregulando
funções mitocondriais com maior potência no P. lutzii do que em P. brasiliensis. De modo análogo, PCM
causada por P. lutzii apresenta melhor resposta clínica do que a doença causada por P. brasiliensis. O
melhor modo de diagnosticar PCM é o exame micológico direto do escarro, de raspado de lesão ou do
aspirado de linfonodo. O exame histopatológico também tem alta especificidade, porém com maior
dificuldade de obtenção
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de material clínico. O diagnóstico sorológico de PCM tem sido feito com imunodifusão dupla nos últimos 50
anos, geralmente com boa sensibilidade e especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo e
acurácia. Além disso, tem baixo custo, é relativamente de fácil execução e apresenta boa correlação com
gravidade da doença e eficácia do tratamento. Entretanto, com o reconhecimento da nova espécie, P. lutzii,
que não produz ou produz em menor quantidade a glicoproteína gp43, resultados falsos negativos,
anteriormente não reconhecidos, puderam ser detectados. Além disso, a pandemia de aids e o aumento do
número de pacientes com outras doenças imunossupressoras ou que fazem uso de medicamentos
imunossupressores, tem acarretado um aumento do número de indivíduos incapazes de apresentar
resposta imunológica adequada à PCM, ampliando a população de indivíduos com resultados sorológicos
falso-negativos. Deste modo, outros métodos diagnósticos têm sido investigados, sendo que o diagnóstico
através de técnicas de biologia molecular vem se firmando como a ferramenta de escolha para o diagnóstico
de infecções fúngicas invasivas, dentre elas a PCM. Dentre os métodos de biologia molecular, a reação em
cadeia da polimerase (PCR), particularmente utilizando-se a técnica de PCR em tempo real, permite um
diagnóstico rápido, com sensibilidade e especificidade entre 95 e 100%. Muitos marcadores moleculares
têm sido testados, sendo gp43, hsp70 e ITS (Internal Transcribed Spacer) os loci de melhor escolha para
delineação das espécies devido a alta frequência de sítios polimórficos compartilhados, o que permite
grande poder discriminatório. Outros métodos de biologia molecular se mostram promissores,
principalmente decorrente de sua facilidade de aplicação e baixo custo, com preservação da alta acurácia,
sensibilidade e especificidade obtidas com a PCR, dentre eles a técnica de microarranjos de DNA. Um dos
princípios que norteiam a técnica de microarranjos de DNA para identificação de fungos ao nível de espécie
é a existência, no gene de interesse, de regiões altamente conservadas que atuam como alvo preferencial
de sondas inicializadores, bem como de uma região com variabilidade de sequências suficiente que permita
uma diferenciação a nível de espécies. Neste sentido, sequências de DNA ribossomal (rDNA),
especialmente aquelas relacionadas ao 18S DNA, favorecem uma detecção altamente sensível. De fato,
rDNA contém regiões tanto conservadas (28S, 5.8S e 18S), úteis para identificação de gênero, bem como
específicas (ITS1 e ITS2), úteis para diferenciação entre as espécies, o que o torna de grande valor para a
identificação fúngica. A tecnologia de microarranjos de DNA consiste, portanto, em um sistema de detecção
de alta performance que se utiliza das porções 18S, 28S e ITS do rDNA para bioanálise e avaliação do
padrão de expressão de genes, devido a sua habilidade de testagem múltipla e simultânea.
Resumidamente, consiste em fixar (“imprimir”) sequências conhecidas do DNA dos diversos
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patógenos de interesse em uma lâmina de plástico, alinhadas em posições previamente determinadas; a
seguir, coloca-se a amostra a ser testada sobre esta lâmina, de modo que a posição aonde houver
complementaridade entre as sequências impressas e a amostra testada, indicará a identidade do patógeno.
Esta técnica já tem sido relatada para identificação de fungos patogênicos, como, por exemplo, Candida
spp., Cryptococcus spp., Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon spp., Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Penicillium marneffei, Tricophytum rubrum e outros, inclusive por pesquisadores do LEMDI. A habilidade
desta técnica em esquadrinhar simultaneamente múltiplos patógenos constitui, em geral, vantagem
significativa em termos de alto rendimento e custo-efetividade por ensaio, em relação aos testes de análise-
única atualmente empregados, usualmente baseados em PCR. Desde 2011, o Núcleo de Vigilância
Epidemiológica/Seção de Epidemiologia Hospitalar (NVE/SEH) do Hospital de Clínicas (HC) da Unicamp
realiza a notificação sistemática dos casos de PCM atendidos no HC – Unicamp. De acordo com os dados
fornecidos pelo NVE/SEH do HC – Unicamp, de 2011 até o primeiro semestre de 2015 foram notificados 109
casos, sendo 21 (19%) em 2011, 31 (29%) em 2012, 27 (25%) em 2013, 20 (18%) em 2014 e 10 (9%) no
primeiro semestre de 2015. Dentre esses pacientes, 80 (73%) são do gênero masculino e 29 (24%) do
gênero feminino. A idade dos pacientes variou do mínimo de 8 ao máximo de 80 anos, com mediana de 45
anos. Com relação à etnia, 74 (68%) eram brancos, 25 (23%) pardos e 10 (9%) pretos. Com relação ao local
de nascimento, 65 (60%) nasceram no estado de São Paulo e 20 (18%) no estado de Minas Gerais,
refletindo a área de referenciamento para o nosso serviço. Dois pacientes nasceram nos estados da região
Centro-Oeste do Brasil, local de maior identificação de P. lutzii até o momento, porém ambos têm sorologia
de imunodifusão dupla positiva para o antígeno gp43. Cinquenta e três (49%) pacientes referiam
antecedente de trabalho em agricultura. Dentre os 109 pacientes, 5 (5%) tinham aids associada. Com
relação à forma clínica, 73 (67%) tinham a forma crônica e 36 (33%) a forma aguda ou subaguda de PCM.
Sorologia contra o antígeno gp43 foi positiva em 67 (61%) pacientes, não realizada em 27 (25%) e negativa
em 15 (14%) casos. Destes, todos tiveram confirmação por exame histopatológico. Dentre os 15 pacientes
com sorologia negativa, 4 (27%) nasceram em SP, 4 (27%) em MG, 5 (33%) nos estados da região
Nordeste do Brasil e 2 (13%) no PR. Por outro lado, a micoteca do Laboratório de Investigação em Fungos
(LIF) da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) da Unicamp mantém armazenados 75 isolados do fungo do
gênero Paracoccidioides, 11 deles oriundos dos pacientes notificados a partir de 2011 pelo NVE/SEH. Não
existem dados sobre a distribuição das diferentes espécies do gênero Paracoccidioides na cidade e região
de Campinas. Muito embora a maioria dos trabalhos atualmente aponte a região Centro-Oeste do Brasil
como a
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de maior prevalência da espécie P. lutzii, Autores já relataram a ocorrência desta nova espécie nos
municípios de Jundiaí e Botucatu, cidades não distantes de Campinas tanto do ponto de vista geográfico
quanto eco-epidemiológico, o que nos suscita acerca da viabilidade da existência de P. lutzii na nossa
região. Embora sejam encontradas diferenças na virulência e na expressão de genes de proteínas
antigênicas entre espécies de Paracoccidioides, todas as espécies são patogênicas e determinam, de algum
modo, doença. Por outro lado, exames sorológicos podem resultar falsos negativos nos casos de PCM
causados por P. lutzii. Desta forma, métodos moleculares rápidos reprodutíveis capazes de diferenciar entre
os componentes do complexo P. brasiliensis de isolados de P. lutzii podem contribuir para uma melhor
elucidação tanto da distribuição das diferentes espécies do gênero quanto, no futuro, contribuir para
direcionar o tratamento dos pacientes, através da utilização do antimicrobiano de maior potência para cada
uma das diferentes espécies de Paracoccidioides.
Desenhar e validar sondas da DNA capazes de distinguir P. brasiliensis de P. lutzii através da tecnologia de
DNA microarray.
Objetivo da Pesquisa:
Riscos:
Serão utilizados isolados de fungos estocados em micoteca de laboratório de pesquisa; o profissional que
executará a extração do DNA desses isolados deverá utilizar capela de segurança biológica.
Benefícios:
O conhecimento da distribuição geográfica de P. lutzii pode contribuir para aprimoramento do conhecimento
da fisiopatogenia da doença causada por esta nova espécie, bem como contribuir para, no futuro, direcionar
o tratamento de pacientes infectados pelo P. lutzii.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
O protocolo está bem escrito, detalhado e claro. A metodologia é adequada e factível. Pesquisa Aplicada de
base laboratorial. Setenta e cinco isolados previamente identificados como Paracoccidioides brasiliensis e
armazenados no Laboratório de Investigação em Fungos da Faculdade de Ciências Médicas CM – Unicamp
serão despertados e cultivados em meio específico e subcultivados a cada 15 dias até obtenção de culturas
puras. A seguir, será realizada extração de seu DNA através do método alcalino, com estocagem dos
respectivos pellets a -80ºC até a condução do passo seguinte. Em seguida, será realizado o
sequenciamento genético das amostras
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
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e, ato contínuo, sua tipagem através da técnica de Multi Locus Sequencing Typing (MLST) utilizando-se de
quatro a cinco loci de nove genes, a saber: actina; ADP-ribosilação; ß-tubulina; calmodulina; DRK1; histona
3; HSP70; ITS e kex. Baseado nas sequências genéticas das diferentes espécies de Paracoccidioides
encontradas, será conduzido o desenho de sondas para identificação através da técnica de microarranjos
de DNA, específicas para Paracoccidioides lutzii. Os conjuntos de sondas iniciadoras serão inicialmente
validados com relação a sua sensibilidade e, a seguir, com relação a sua especificidade para o diagnóstico
das diferentes espécies de Paracoccidioides.
Além do relatório de pesquisa, foi encaminhada a folha de rosto da CONEP assinada pelo pesquisador e
complementada por autorização do Diretor Associado da FCM/Unicamp. É proposta a dispensa do TCLE,
com a justificativa de que “Não serão abordados pacientes. Os isolados de Paracoccidioides spp. compõem
uma biblioteca de fungos ("micoteca") de um laboratório de pesquisa básica (LIF, Laboratório de
Investigação em Fungos, da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp)”.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Aprovado, com dispensa do TCLE.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra,
por ele assinado.
- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado.
- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuação do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada após análise das
razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto à descontinuação, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnóstica ou terapêutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de ação imediata com intuito de proteger os
participantes.
Considerações Finais a critério do CEP:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. É papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificação ao CEP e à Agência Nacional de
Vigilância Sanitária – ANVISA – junto com seu posicionamento.
- Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou II apresentados anteriormente à ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve enviá-las também
à mesma, junto com o parecer aprovatório do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.
- Relatórios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses após a data deste
parecer de aprovação e ao término do estudo.
-Lembramos que segundo a Resolução 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situação
Informações Básicas
do Projeto
PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P
ROJETO_608802.pdf
05/11/2015
13:01:42
Aceito
Projeto Detalhado /
Brochura
Investigador
Paracoccidioides_lutzii.pdf 05/11/2015
12:59:34
Plinio Trabasso Aceito
Folha de Rosto FR_Lutzii.pdf 14/10/2015
16:48:36
Plinio Trabasso Aceito
Situação do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciação da CONEP:
Não
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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CAMPINAS, 26 de Novembro de 2015
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)
Assinado por:
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(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
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Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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Abstract:  Paracoccidioidomycosis is an endemic disease in Latin American countries, caused by 
fungi of the Paracoccidioides brasiliensis complex and the recently described species 
Paracoccidioides lutzii. Serological tests and conventional microbiological techniques are not able to 
differentiate between these species. Moreover, these techniques have reduced sensibility and 
specificity when compared to molecular techniques. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
is a point-of-care molecular method already used for the diagnosis of other infectious diseases. We 
developed a new set of probes for use in the LAMP technique that was able to differentiate the two 
Paracoccidioides species. We tested 72 clinical samples stored in a fungal collection since 1998 and 
previously identified as Paracoccidioides brasiliensis. Among them, the probes were able to identify 
28 Paracoccidioides spp., being 20 DNA extracted from pure culture and 8 from water. One of the set 
primer drawn, named PL2, was able to identify a reference strain of Paracoccidioides lutzii and, after 
that, one of our samples. In addition, we have highlighted the accuracy, execution quickness and cost 
effectiveness of the developed method.  
 
Keywords: Molecular Typing, Paracoccidioides, Paracoccidioidomycosis, LAMP 
 
INTRODUCTION: 
 
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous disease caused by two species of 
Paracoccidioides genus. [1] Paracoccidioides spp. are dimorphic fungi, being filamentous in the 
environment (e.g. soil); in general, the conidia are inhaled in the early decades of life, acquiring 
pathogenicity on transforming in yeast in the lymph nodes of the respiratory tract. [1, 2] Clinical 
presentation varies according to the immunological response of the host against the fungi; briefly, the 
disease that develops after primary infection is confined to the mononuclear phagocyte system (MPS), 
affecting either the lymph nodes, spleen, or liver. On the other hand, Paracoccidioides spp. can 
reactivate from endogenous foci after years of latency, causing disease in muco-cutaneous sites (e.g. 
oral mucosa or larynx) or in the lungs and other systemic, deep organs. [1 – 3] PCM is an endemic 
disease in many countries of Latin America with a prevalence of approximately 10 million cases, 80% 
of them in Brazil, followed by Venezuela and Colombia. [4] The disease affects 10 to 15 males for 
each female due to the relevant risk factor of practicing professional activity with contaminated soil. 
[1] Paracoccidioides genus belong to the Onygenales order and to the Ajellomycetaceae family, along 
with Blastomyces, Histoplasma, Lacazia, Heliocarpus, Emmonsiellopsis and the recently described 
Emergomyces genus, that aggregate the Emergomyces pasteurianus (former Emmonsia pasteuriana) 
and Emergomyces africanus species. [5, 6] 
 
Throughout the years, the difference in the clinical presentations, virulence and genetic variability [7, 
8] led to the suspicion and, later, the confirmation that there were cryptic species of the fungi. 
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Theodor et al. (2012) demonstrated that the allopatric speciation was the evolutive mechanism that led 
to the differentiation of the species, from the northeast of South America around 11 to 32 million 
years ago [9]. Matute et al. (2005) made a phylogenic analysis of 8 regions of 5 loci from 65 samples 
of fungi previously identified as Paracoccidoides brasiliensis. The cryptic species identified in this 
study were named S1, PS2 and PS3, the latter was restricted to samples coming from Colombia. [10] 
In 2009, using genealogical concordance for recognition of the phylogeny of the species, Teixeira et 
al. formally described the cryptic species Pb01-like as a new species. The new species was 
denominated Paracoccidoides lutzii in tribute to the Brazilian physician Adolfo Lutz, who was the 
first one to describe the PCM and identify the fungus, in 1908. [11] More recently, Munoz (2016) 
subdivided the cryptic species S1 in two clads (S1a and S1b) and described PS4 as a new cryptic 
species, as previously cited by Salgado-Salazar (2010), as parts of the then called the Paracoccidoides 
brasiliensis complex along with the other subspecies PS2 and PS3, being different phylogenetically 
from the new species Paracoccidioides lutzii. [12, 13] The distribution of these fungi corresponds to 
the geographical areas of Colombia (PS3), Venezuela (S1, PS2 and PS4), Peru, Paraguay, Argentina 
and Brazil. It was believed that, in Brazil, Paracoccidioides lutzii was restricted to the Midwest 
region. Today there are cases in the Amazon region, in the southeast and south of the country. [14] In 
the clinical practice, the golden standard of complementary diagnosis exam is direct observation and 
the culture of the Paracoccidioides through biological material, which does not distinguish between 
species. The species variability translates into antigens expression variability. It is known the lowest 
amount of gp43 on the wall of the P. lutzii. [13, 14] This also makes diagnosis difficult through 
serological methods, demonstrated by the relevant number of false-negative results [15, 16], mainly 
because gp43 is the main antigen employed for the immunodiagnostic of PCM. [17] In this context, 
the search for “point of care” technique becomes relevant for the detection of Paracoccidioides on a 
species level.  
 
In the last decades, many molecular methods based on the amplification of the sequence of nucleic 
acids of specific species have been developed. One of these methods, described originally in 2000 by 
Notomi et al. [18] is the Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) technique, which outstands 
for being more sensible and specific than traditional microbiological methods, more cost effective, 
accurate and of fast execution. The LAMP was used for the differentiation between the three species 
of complex C. parapsilosis demonstrating that it was a faster method and as reliable when compared 
to the DNA sequencing. [19] Previously in Japan, LAMP was used in the identification of two 
samples between 31 samples of Paracoccidioides but without distinction between species. [20] In this 
study, we standardized a method for identifying Paracoccidoides lutzii with good sensibility and 
specificity using LAMP technique.  
 
MATERIAL AND METHODS 
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 From 1998 to 2016, 64 patients diagnosed with PCM in the Campinas State University General 
Hospital (HC - UNICAMP) contributed with 72 clinical samples of different sites (lung, skin, MPS, 
kidney, bone marrow, brain, bones and soft tissues) from where the fungi were isolated and initially 
identified as Paracoccidioides brasiliensis, either by direct observation or culture. These fungi were 
latently stored in water during these years and, lately, inoculated in Sabourand agar dextrose (SDA) 
media for the purpose of this study, resulting in 23 pure cultures of Paracoccidioides spp. Other three 
samples already sequenced and previously known as Paracoccidioides lutzii (EPM 147), 
Paracoccidioides brasiliensis (PB 18) and Paracoccidioides brasiliensis (Pb 265) were cultivated in 
SDA. DNA extraction was performed either from culture media of these 26 samples or directly from 
the storing water of the 49 samples that showed no growth in culture using Dr. GenTLE kit (Takara, 
Otusu, Shiga, Japan), according to manufacturer’s instructions. Alongside, known sequences of the 
Gp43 gene of Paracoccidoides lutzii deposited in Genbank (EPM 134, EPM 162, EPM 104 accession 
numbers KT251017, KT251019 and KT251014 respectively) were selected. The online software 
Primer Explorer version 5 (Fujitsu, Tokyo, Japan) [21] was used for the drawing of the set of primer 
candidates in order to recognize the target sequences. Each one of the five sets of primers drawn were 
aligned on Mega7 software [22] with other GP43 sequence of fungi of the Paracoccidioides genes 
deposited on Genbank and from there, three primer sets were selected. After that, three sets, 
denominated PL1, PL2, and PL3 were synthesized. The primer set to identify the Paracoccidioides 
brasiliensis was synthesized from a previously sequence described by Tatibana [20], which we 
denominated PB and another primer set denominated PBR was synthesized from one of each lineages 
of Paracoccidioides brasiliensis, being S1 (accession DQ364113), PS2 (accession DQ003749), PS3 
(accession DQ364089) and PS4 (accession DQ364081), that made possible to design the loop 
primers. The lyophilized primers were suspended in TE buffer to the concentration of 100 pmol/µL; 
after that, primers were diluted in TE buffer to the final concentration of 5 µM (F3 and B3), 40 µM 
(FIP and BIP) and 20 µM (LF and LB). For the LAMP reaction, 23 µL of a solution containing 
handmade reaction mix, distilled water, primers (F3, B3, FIP, BIP, LF, LB) and Bst DNA-polymerase 
were used, being 2 µL of each previously extracted DNA. The previous known Paracoccidioides 
lutzii EPM147, Paracoccidioides brasiliensis Pb18, and Paracoccidioides brasiliensis Pb265 strains 
were used as positive control, whereas Candida albicans, Histoplasma capsulatum, Cryptococcus 
neoformans, Aspergillus fumigatus and Fusarium sp. were used as negative control. The LAMP 
reaction was set for a temperature of 65°C by 120 minutes.  
 
RESULTS 
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Both primer sets PL1 and PL2 were able to differentiate between the two species of Paracoccidioides 
showing sensibility and specificity through amplification of only the Paracoccidioides lutzii EMP147, 
not having amplified any of the other tested species, including the Paracoccidioides brasiliensis PB18 
and Pb 265 (Figures 1 – 3). The primer set PL2 with loop primers had better performance, since the 
amplification started in less than 20 minutes (Figure 4). The PL3 set was discarded due to inadequate 
performance to the test. Furthermore, the PBR primer (with loop) sets demonstrated amplification to 
the Paracoccidioides brasiliensis as well as the Paracoccidioides lutzii, being considered sensitive 
although not specific to this species. We observed that PBR primer set amplified Paracoccidioides 
lutzii and the sample 161 later than amplification of Paracoccidioides brasiliensis and other samples. 
None of the primers drawn in this study identified fungi of other genus used in the standardization of 
the method (Figure 5) 
 
 
DISCUSSION: 
 
Considering the recent identification of P. lutzii species, little is known about this real incidence, 
epidemiology, virulence, immunological integration pattern with the host and response to treatment. 
Before P. lutzii was recognized as a species, Molinari-Madlum et al. in 1999, correlated virulence of 
15 isolates divided into two groups of fungi described as P. brasiliensis, where there was only 17% 
genomic identity by the RAPD among them. In this study the capacity to invade tissues in an 
experimental model using susceptible mice were used. The isolates of group 1 presented restricted 
infection to the liver post premature infection, demonstrating light virulence. On the other hand, the 
isolates of group 2 that would be identified hereafter as P. lutzii determined the widespread disease, 
with loose granulomas and a great number of viable fungi, demonstrating high virulence. [23] The 
glycoprotein gp43 in the main antigen of the P. brasiliensis with proteolytic activity by hydrolysis of 
the casein, collagen and elastin, thus playing a fundamental role in virulence of P. brasiliensis. [24] 
Still, it is speculated that the lowest quantity of gp43 on the wall of the P. lutzii could reduce its 
virulence, although theses factors are not yet elucidated. [23] It is known that the virulence is related 
to the interaction of the antigen with the unbalancing of the immune system of the host, determining 
the clinical form of the disease. The difference of the antigen expression itself between the species 
may determine the response to immunological interaction with the host and consequently acute 
presence or reactivation of the latent focus [25, 26], which need to be studied further. In this context, 
the precise diagnosis of the species contributes to the better understanding over all the above issues, 
possibly serving as basis for hereafter clinical, epidemiological and sensibility studies, in addition to 
serve as support for clinical assistance individualizing diagnosis and patient treatment with 
Paracoccidioidomycosis.  
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 CONCLUSION: 
 
LAMP remains an accurate method, of easy and fast execution to differentiate between species of the 
Paracoccidioides genus. In this study, using LAMP technique, we were able to identify the 
Paracoccidioides lutzii from culture or from samples stored in water. Further studies should be done 
to improve the technique, developing commercial kits in order to identify species directly from 
clinical samples.  
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 Figure 1. Primer set PL1 showing amplification of only Paracoccidioides lutzii EPM147. 
 
     Paracoccidioides lutzii EPM 147 
     Paracoccidioides sp. 2348 
     Paracoccidioides sp. 768 
     Candida albicans 211 
     Histoplasma capsulatum 17 
     Cryptococcus neoformans 05 
     Aspergillus fumigatus 22 
     Fusarium sp. 10 
Figure Click here to download Figure Figure 1.docx 
 Figure 2: Primer set PL2 showing amplification of only Paracoccidioides lutzii EPM147 
 
     Paracoccidioides lutzii EPM 147 
     Paracoccidioides sp. 2348 
     Paracoccidioides sp. 768 
     Candida albicans 211 
     Histoplasma capsulatum 17 
     Cryptococcus neoformans 05 
     Aspergillus fumigatus 22 
     Fusarium sp. 10 
Figure Click here to download Figure Figure 2.docx 
 Figure 3. Primer set PB showing amplification of Paracoccidioides brasiliensis and 
Paracoccidioides lutzii EPM 147, in duplicate  
 
     Paracoccidioides lutzii EPM 147 
     Paracoccidioides lutzii EPM147 
     Paracoccidioides sp. 2348 
     Paracoccidioides sp. 2348 
     Paracoccidioides sp. 768 
     Paracoccidioides sp. 768 
     Candida albicans 211 
     Candida albicans 211 
Figure Click here to download Figure Figure 3.docx 
 Figure 4: Primer set PL2 with loop primers showing amplification of Paracoccidioides lutzii 
EPM 147 and sample #161 in less than 20 minutes.  
 
     Paracoccidioides lutzii EPM 147 
     Paracoccidioides sp. 161 
Figure Click here to download Figure Figure 4.docx 
 Figure 5: Primer set PBR showing amplification of Pb18 and Pb265 in time next to 20 
minutes and late amplification of Paracoccidoides lutzii EPM 147. None of the other genus 
were amplified.  
 
     Paracoccidioides brasiliensis Pb18 
     Paracoccidioides brasiliensis Pb 265 
     Paracoccidioides lutzii EPM 147 
     Candida albicans 212 
     Histoplasma capsulatum 53 
     Cryptococcus neoformans 14 
     Aspergillus fumigatus 23 
     Fusarium sp 46 
Figure Click here to download Figure Figure 5.docx 
